CutA Divalent Cation Tolerance Homolog (Escherichia coli) (CUTA) Interacts with BACE1 and Regulates β-Cleavage of APP by 赵颖俊
学校编码：10384                           分类号      密级        
学    号：30520090153594                             UDC        
 
 
博  士  学  位  论  文 
                                       
CutA 二价阳离子耐受蛋白（Escherichia coli）类似物
（CUTA）与 BACE1 相互作用并调节 APP β-剪切 
CutA Divalent Cation Tolerance Homolog (Escherichia coli) 






指导教师姓名：   许 华 曦  教授 
专 业  名 称：   化 学 生 物 学 
              论文提交日期：   2012 年 4 月 
              论文答辩时间：   2012 年 6 月  
学位授予日期：   2012 年  月 
 
答辩委员会主席：           
评    阅    人：           























另外，该学位论文为（                            ）
课题（组）的研究成果，获得（               ）课题（组）






























（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 







                             声明人（签名）： 
















（Alzheimer’s disease, AD）的发病过程中处于中心地位。Aβ是由 β-分泌酶和 γ-
分泌酶对 β-淀粉样前体蛋白（β-amyloid precursor protein, APP）顺序剪切后产生
的。β-位点 APP 剪切酶 1（β-site APP cleaving enzyme 1, BACE1）被认为是主要
的 β-分泌酶，并与 AD 密切相关。尽管关于 BACE1 的调节和功能还不十分清楚，
但研究表明 BACE1 主要定位于 Golgi/TGN 以及内含体等酸性细胞器中，这些细
胞器能为 BACE1 的活性提供 佳 pH。因此，BACE1 的亚细胞定位在很大程度
上会影响 Aβ的产生。 
在本文的研究中，我们鉴定出了一种新的与 BACE1 相互作用的蛋白，即
E.coli 的 CutA 二价阳离子耐受蛋白类似物（CUTA）。哺乳动物 CUTA 被认为能
调节乙酰胆碱酯酶的活性和铜离子平衡，这两者在 AD 的病理学中均处于重要
地位。然而关于 CUTA 的基本性质和确切功能还不清楚。我们的结果显示，人
CUTA 有多种 N 端存在差异的异构体，它们包含了重链和轻链两种成分。其中，
CUTA 异构体 1 的重链成分具有 长的 N 端并与膜结合，而轻链成分则是在 N
端不同位点截短的蛋白，并定位于细胞质。重要的是，我们发现 CUTA 异构体
1 的重链成分能通过其 N 端与 BACE1 的跨膜区域相互作用，二者的相互作用
主要发生在 Golgi/TGN。过表达或 RNA 干扰下调 CUTA 分别会减少或增加
BACE1 介导的 APP 剪切和 Aβ的分泌。同时，RNA 干扰 CUTA 还会减慢 BACE1
在细胞内从 Golgi/TGN 向细胞表面的转运，并减少细胞表面稳定状态的 BACE1
的水平。与此同时，我们还发现 CUTA 轻链的水平在 AD 大脑中下降。因此，
我们的结果不仅鉴定出了一种新的与 BACE1 相互作用并调节其在细胞内的转




















Accumulation of the neurotoxic β-amyloid (Aβ) peptide in the brain is central to 
the pathogenesis of Alzheimer's disease (AD). Aβ is derived from sequential 
cleavages of β-amyloid precursor protein (APP) by β- and γ-secretases. β-site APP 
cleaving enzyme 1 (BACE1), which is considered the major β-secretase, is closely 
linked to AD. Although the regulation and functions of BACE1 have not been fully 
elucidated, evidence shows that BACE1 is mainly localized in acidic subcellular 
compartments such as the Golgi//trans-Golgi network (TGN) and endosomes, which 
can provide the optimal pH for its activity. Thus, the subcellular localization of 
BACE1 greatly affects the production of Aβ.  
In this study, we identified a new BACE1-interacting protein, CutA divalent cation 
tolerance homolog of E.coli (CUTA). Mammalian CUTA has been proposed to 
mediate acetylcholinesterase activity and copper homeostasis, which are important in 
AD pathology. However, the basic characteristic and exact functional role of CUTA 
remains elusive. Here, we show that human CUTA has several variants that differ in 
their N-terminal length and can be separated as heavy and light components. The 
heavy component of CUTA isoform 1 has the longest N terminus and is 
membrane-associated, whereas the light component is N-terminally truncated at 
various sites and localized in the cytosol. Importantly, we demonstrate that the heavy 
component of CUTA isoform 1 interacts through its N terminus with the 
transmembrane domain of BACE1, mainly in the Golgi/trans-Golgi network（TGN）. 
Overexpression and RNA interference knockdown of CUTA can reduce and increase 
BACE1-mediated APP processing/Aβ secretion, respectively. RNA interference of 
CUTA decelerates intracellular trafficking of BACE1 from the Golgi/trans-Golgi 
network to the cell surface and reduces the steady-state level of cell surface BACE1. 
Meanwhile, we found that the level of CUTA light chain is decreased in AD brains. 
Thus, our results not only identify a novel factor that can interact with BACE1 and 
regulate its intracellular trafficking and APP processing, but also elucidate a new 
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英文缩写 英文全名 中文名称 
AD Alzheimer’s Disease 阿尔茨海默症 
Aβ β-Amyloid β-淀粉样蛋白 
APP β-Amyloid Precursor Protein β-淀粉样前体蛋白 
ACDL Acidic Cluster Dileucine 酸性成簇双亮氨酸 
AChE Acetylcholinesterase 乙酰胆碱酯酶 
ADAM A Disintegrin- and Metalloproteinase 分离整合素金属蛋
白酶 
AICD APP Intracellular Domain APP 胞内区域 
Amp Ampicillin 氨苄青霉素 
ApoE Apolipoprotein E 载脂蛋白 E 
APH-1 Anterior Pharynx-Defective 1  
APLPs Amyloid Precursor-like Proteins 淀粉样前体类似蛋
白 
BACE1 β-site APP Cleaving Enzyme 1 β-位点 APP 剪切酶
1 




cDNA Complementary DNA 互补脱氧核糖核酸 
Co-IP Co-immunoprecipitation 免疫共沉淀 
CTFs C-terminal Fragments C-端片段 
CutA Copper Tolerance A 铜耐受蛋白 A 





ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay 酶联免疫吸附实验 
ER Endoplasmic Reticulum 内质网 















FAD Familial AD 家族性 AD 
GGA Golgi-localized γ-ear Containing ADP 
Ribosylation Factor-binding Protein 
 
HIF 1-α Hypoxia-inducible Factor 1-α 缺氧诱导因子 1-α 
IP Immunoprecipitation 免疫沉淀 




LTP Long-term Potentiation 长时程增强 
MAP Microtubule-associated Protein 微管相关蛋白 
NCT Nicastrin  
NFT Neurofibrillar Tangles 神经元纤维缠结 
NMDA N-Methyl-D-Aspartate N-甲基-D-天冬氨
酸 
NRG-1 Neuregulin-1 神经调节蛋白-1 
PS Presenilin 早老素 
P3 3 kDa Peptide 3kDa 多肽 
PHF Paired-helical Filament 配对螺旋纤维 
PEN-2 Presenilin Enhancer 2 早老素增强因子 2 
ROS Reactive Oxygen Species 活性氧 
RTN Reticulon 网状蛋白 
RT-PCR Real-time PCR 实时荧光定量 PCR 
SAD Sporadic AD 散发性 AD 
sAPP Soluble APP N-terminus 可溶性 APP N 端 
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis 
SDS-凝胶电泳 
SNX6 Sorting Nexin 6 分选微管连接蛋白
6 
SOD-1 Superoxide Dismutase-1 超氧化物歧化酶-1 
siRNA Small Interference RNA 小干扰 RNA 
















TCA Trichloroacetic Acid 三氯乙酸 
TGN Trans-Golgi Network 反式高尔基网络 

























关，除少数早发性的 AD（early-onset AD）病人外，大部分 AD 患者都在 65 岁
之后发病（即 late-oneset AD）。据统计，在 65 岁的人群中大约有 10%的人患有
此病，而在 85 岁以上的人群中，其发病率高达 50%[3]。目前，世界人口的发展
呈现老年化趋势，我国已进入老龄化社会，老年人口迅速增加。根据 2006 年《中
国人口老龄化发展趋势预测研究报告》，截至 2004 年底，我国 60 岁以上的人口
接近 1.43 亿，约占总人口的 11%，而且我国的老龄化发展十分迅速，老年人口
以年均 3%的速度增长，预计在 2014 年将达到 2 亿，至 2037 年将超过 4 亿，直
到 2051 年才达到 大值。据此估计，我国的 AD 患者将近 900 万，到 21 世纪中
叶将增至 2000 万。因此我国是世界上 AD 患者人数 多、增长 快的国家。 




找到有效的预防、早诊和治疗 AD 的方法。而这些都依赖于 AD 发病机制的阐明。 
1.2 AD 的主要病理特征 
1907 年，德国医生 Alois Alzheimer 首先报道了一位 51 岁女性痴呆患者，表
现出神经元丢失、神经元内神经元纤维缠结（neurofibrillar tangles，NFT）以及
神经元外淀粉样斑（amyloid plaques）（图 1.1）。随后，神经元纤维缠结和淀粉样

















10nm 左右相互缠绕成螺旋的细丝。而 PHF 则主要由过磷酸化的微管相关蛋白 tau




能，而且还容易聚集，形成 PHF 和 NFT[9]。动物实验和细胞实验均表明，磷酸
化的 tau 单体和寡聚体具有细胞毒性[10, 11]。此外，tau 还可能介导 β-淀粉样蛋白
（β-amyloid，Aβ）的细胞毒性，研究表明，Aβ对 tau 敲除的细胞没有毒性[12]。
在 AD 病人中，NFT 引起轴突整体性的丧失，并导致突触连接性的减弱[13]。这













图 1.1  AD 的两个重要病理学特征 
























1.3 与 AD 发病相关的因素 
大量的研究表明，遗传、环境以及老化等因素均与 AD 的发生和病理进程紧
密相关。AD 可分为散发性 AD（sporadic AD, SAD）和家族性 AD（familial AD, 
FAD）两大类。散发性 AD 发病较晚，常在 65 岁之后，其约占所有 AD 病人的
90%-95%，而家族性 AD 则发病较早，常在 30 或 40 岁之前就会发病，约占总病
例的 5%-10%。遗传因素与家族性 AD 和散发性 AD 的发生均有密切关系。目前
已经确定发生在 APP、PS1 和 PS2 基因上的突变与家族性 AD 相关[19]，而载脂蛋
白 E（apolipoprotein E, ApoE）的等位基因 ε4（ApoE4）则与晚发性 AD 密切相
关[20]。需要注意的是，所有目前已鉴定出的与 AD 相关的遗传因素均与 Aβ的产
生或沉积相关，例如，所有已发现的 PS1 突变均会影响 Aβ的产生[21]，而 ApoE4
则可能与 Aβ 的清除有关，并能促进 Aβ 的沉积[20]。 近，国外的研究者采用基
因组学的方法对大量的 AD 病人进行分析，发现 CR1、CLU 以及 PICALM 基因
也可能与散发性 AD 有关[22, 23]。 











AD 疾病的发生还不十分清楚。有假说认为铅离子可能在早期会引起与 AD 相关























因素需要交互作用才能引发 AD。例如，对于早发的家族性 AD 病人来说，Aβ
的生成多于常人，然而 Aβ的聚集和沉积需要一定时间，且其表现出对神经元的
慢性毒性，因此，患有早发家族性 AD 的病人常至中年才发病。对于晚发的 AD
病人同样如此，如前所述，老化可能与金属离子失衡以及缺氧等因素共同作用，









2.1 Aβ 的产生 
Aβ是由 β-淀粉样前体蛋白（β-amyloid precursor protein，APP）经蛋白酶水
解产生的。1987 年，几个研究组几乎同时发现并命名了 APP 基因[31, 32]。APP 基
因位于第 21 号染色体，由 19 个外显子组成，其转录后经剪接能形成多种不同长
度的转录子，其中，三种主要的转录子编码的蛋白分别含有 695、751 和 770 个
氨基酸，并由此分别被命名为 APP695、APP751 和 APP770[33]。在神经元中，
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